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Suhrn

Vychodiskd: Inhibicia chaperénového systému je slubnou protinadorovou stratégiou, ktora vy-
uziva zvysené metabolické naroky neoplastickych buniek potrebné pre ich rychlu proliferaciu
a kompenzaciu vysokej miery proteotoxického stresu. V sucasnosti sa v klinickych studiach na-
chéadza niekolko inhibitorov HSP90, chaperdnu, ktory hra kli¢ovu dlohu pri nadobudnuti sprav-
nej konformacie Sirokého spektra de novo syntetizovanych proteinov. Jednym z jeho klientov je
aj tumor supresorovy protein p53, ktorého mutacia je spolo¢nym znakom vécsiny nadorovych
ochoreni. Cielom tejto prace bolo preto porovnat efekt inhibicie HSP90 pomocou inhibitora
NVP-AUY922 na modeli bunkovej linie karcindmu prsnika s aktivnou formou p53 a z nej odvode-
nej linie, kde bol p53 mutdciou inaktivovany. Metddy: Prietokové cytometria bola pouzitd na ana-
lyzu viability pomocou fluorescein diacetate (FDA) assay a na analyzu bunkového cyklu. Western
blotting bol pouzity na analyzu expresie proteinov p53 a p21. Vysledky: Analyza viability a bunko-
vého cyklu ukazala vyssiu senzitivitu na inhibiciu HSP90 u linie s wild-type p53, ktora sa na rozdiel
od linie s mutovanym p53 prejavila nielen blokom v G2/M, ale aj v znizenej schopnosti proliferacie
buniek. Po inhibicii HSP90 sme vo wild-type linii oproti linii s mutovanym p53 pozorovali tiez in-
dukciu proteinu p21. Zdver: V regulécii bunkového cyklu v podmienkach zvyseného proteotoxic-
kého stresu spésobeného inhibiciou HSP90 pravdepodobne hré tlohu aj protein p53, ¢o podpo-
ruje aj vo wild-type linii pozorované zvysenie hladiny negativneho reguldtora bunkového cyklu
p21, ktorého expresia je priamo kontrolovana aktivitou p53. Nase vysledky naznacuju, ze status
mutacie p53 v nddoroch prsnika méze ovplyvnit liecbu pomocou inhibitorov chaperénu HSP90.
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Summary

Background: Chaperone system inhibition is a recent promising strategy for cancer treatment
that exploits increased metabolic needs required for rapid proliferation as well as higher level
of proteotoxic stress in neoplastic cells. Chaperone HSP90 plays a key role in proper folding of
many de novo synthesized proteins, so-called clients, including tumor suppressor p53 which is
commonly mutated in majority of cancers. Aim of this work was therefore to understand the im-
pact of HSP90 inhibition by NVP-AUY922 on breast cancer cell lines with wild-type and mutated
p53. Methods: Flow cytometry was used to analyze cell viability by fluorescein diacetate assay
and changes in cell cycle. Western blotting was used to analyze expression of p53 and p21 pro-
teins. Results: Analysis of cell viability after HSP90 inhibition revealed higher sensitivity of cell
line with wild-type p53. Cell cycle analysis then showed that both cell lines undergo increase in
G2/M block of the cell cycle, but wild-type cell line had also substantial decrease in proliferative
capacity of treated cells. We also observed increased expression of negative cell cycle regulator
p21in cell line with wild-type p53. Conclusions: Since p21 is directly regulated by p53, our results
suggest that mutation status of p53 can be important factor in treatment of breast cancer cells by
HSP90 chaperone inhibition and that wild-type p53 can increase sensitivity to HSP90 inhibition.
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Uvod

HSP90 je molekularny chaperdn s ATP-
azovou aktivitou, ktory tvori 2-3 % cel-
kovych proteinov v bunke a jeho primar-
nou Ulohou je asistencia tzv. klientom
k nadobudnutiu spravnej konformacie
a udrzaniu ich stability. Nedavne studie
ukazuju, Ze HSP90 je sticastou mnohych
chaperénovych komplexov a v nich po-
maha asistovat k dosiahnutiu funkéného
stavu min. 10 % vsetkych proteinov
aspon v niektorych fazach ich expre-
sie [1-3]. Protedm zavisly na HSP90 sa
zUcastnuje mnohych klucovych proce-
sov, ktoré su spojené s vyvojom a udrza-
nim proteinovej homeostazy ako v nor-
malnych, tak i v nadorovych bunkach.
V nadorovych bunkdach je HSP90 vyuzi-
vany hlavne dvoma spésobmi — na pod-
poru aktivovanych alebo labilnych fo-
riem onkoproteinov, vratané mnohych
kindz a transkripcnych faktorov, ktoré
s mutované, nadexprimované alebo
translokované pocas vzniku malignit [4]
a na pufrovanie zvysenej miery stresu,
ktord je spdsobend zmenenym metabo-
lizmom nadorovych buniek [5,6]. Vdaka
zvysenym metabolickym narokom na-
dorovej bunky a faktu, Ze mnoho klien-
tov HSP90 su onkoproteiny, si nddorové
bunky vytvaraju ,zavislost” na tomto
chaperéne. Nasledkom vytvorenej zavis-
losti je zvySena potreba HSP90 v nado-
rovych oproti normalnym bunkdm [7].
Inhibicia aktivity HSP90 je potencialnym
terapeutickym ciefom a v stcasnosti sa
viacero inhibitorov HSP90 nachdadza
v klinickych skuskach [5,8]. Z toho vy-
plyva, Ze na inhibiciu HSP90 mézu velmi
silne odpovedat nadory, ktoré maju vy-
soku zavislost na onkoproteine, ktory je
zaroven klientom HSP90. Zaujimavym
prikladom u nadorov prsnika je tyrozin-
kindzovy receptor HER2, ktory bol identi-
fikovany ako klient HSP90, a oproti ostat-
nym klientom je velmi citlivy na inhibiciu
chaperénov [9,10]. Senzitivita klient-
skych proteinov k inhibicii HSP90 moze
vyrazne prispievat ku klinickej efekti-
vite inhibitorov HSP90, no vsak iba v pri-
pade, Ze je nddor na danom klientovi
zavisly. Medzi dalSie klientske proteiny
HSP90 patria kinazy regulujice mitézu,
ako napr. CDK, Plk, alebo ChK1 [11] a vy-
znamnym klientom HSP90 je aj tumor
supresorovy protein p53, transkripcny

faktor regulujuci Siroké spektrum bun-
kovych procesov od indukcie apoptdzy
po regulaciu opravy DNA. Zaujimavym
faktom je, ze vacsina mutantnych bun-
kovych linii derivovanych z nddorov ma
defektnd formu p53 neschopnu vdazby
na DNA, ¢o implikuje silny selektivny tlak
na znefukncnenie p53 pocas procesu
tumorigenézy [12]. To pravdepodobne
suvisi s transaktiva¢nou schopnostou
p53 spustit expresiu génov, ktoré riadia
a spustaju proces apoptézy [13-171. Jed-
nym z dejov, ktoré mé6zu zaroven induko-
vat zastavenie bunkového delenia, ale aj
p53 regulovanu apoptézu je aj zvysend
miera proteotoxického stresu. KedZze
HSP90 kontroluje kvalitu velkého mnoz-
stva klientov a p53 reguluje Siroké spek-
trum bunkovych procesov, je zrejmé, ze
inaktivacia p53 méze mat po ovplyvneni
inhibitormi HSP90 rozdielny vysledok
v zdvislosti od pouZitého experimental-
neho modelu, koncentracie inhibitora
alebo doby ovplyvnenia. Z tohto do6-
vodu sme si zvolili model bunkovej linie
karcinému prsnika MCF-7 a z nej derivo-
vanej mutantnej linie MCF-7dd9, ktora
ma inaktivovanu DNA vézobnu doménu
p53 a ovplyvnenie inhibitorom NVP-
-AUY922 sme aplikovali po dobu viace-
rych dni v niekolkych koncentraciach.

Material a metédy

Pouzité bunkové linie a kultivacia

V préci boli pouzité bunkova linia kar-
cinédmu prsnika MCF-7 a bunkova linia
MCF-7dd9 derivovana z parentélnej linie
MCF-7 stabilnou transfekciou s pCMV-
-neoDDp53 plazmidom, ktory koéduje do-
minantne negativny skrateny mysi pro-
tein p53, s aminokyselinovymi reziduami
1-14 a 302-390 pod kontrolou CMV (cy-
tomegalovirus) prométora. Tento plazmid
poskytol prof. D. P.Lane. Obe bunkové linie
boli kultivované v D-MEM médiu s 10%
FBS pri 37 °C a po zalozZeni na experiment
ovplyviiované NVP-AUY922 (Selleckchem,
USA) po 24hodinové kultivacii.

Analyza bunkovej viability

Po skonceni ovplyvnenia boli bunky tryp-
sinizované, premyté v PBS a inkubo-
vané s 10 nM FDA (fluorescein diacetate;
Sigma, USA) po dobu 20 min pri izbovej
teplote a nasledne k nim bol pridany PI
(propidium iodide; Sigma, USA) v kon-

centrécii 10 pg/ml. Vzorky boli analyzo-
vané na prietokovom cytometri BD FA-
CSVerse™ (Beckton-Dickinson, USA), na
excitaciu bol pouzity 488 nm laser a fluo-
rescencny signdl pre FDA bol zachyteny
572/32 nm filtrom a pre Pl 586/42 nm fil-
trom. Data boli spracované pomocou
softwaru FCS Express 5 Flow Cytome-
try Software (De Novo Software, USA),
pricom najprv bola pomocou FSC a SSC
identifikovand populacia buniek, z ktorej
boli vybraté jednotlivé bunky pomocou
analyzy pomeru FSC-A a FSC-H a podla
intenzity fluorescencie identifikované
jednotlivé populacie na zéklade ich viabi-
lity. Ziva populacia bola charakterizovana
ako pozitivna na farbenie FDA, nekro-
ticka ako pozitivna na farbenie Pl a apo-
ptoticka ako negativna na obe farbenia.

Analyza bunkového cyklu

Po skonceni ovplyvnenia boli bunky tryp-
sinizované, premyté v PBS a inkubované
s 0,05% Tritonom X-100 v PBS pri 37 °C
po dobu 30 min. Po skonceni inkuba-
cie bol k vzorkdm pridany PI v koncen-
tracii 100 ug/ml a RNaza v koncentrdcii
10 pg/ml po dobu 5 min. Nasledne boli
vzorky analyzované na prietokovom cy-
tometri BD FACSVerse™ (Beckton-Dic-
kinson, USA), na excitaciu bol pouzity
488 nm laser a fluorescen¢ny signal pre
bol zachyteny P1 586/42 nm filtrom. Déata
boli spracované pomocou softwaru FCS
Express 5 Flow Cytometry Software (De
Novo Software, USA), pricom najprv bola
pomocou FSC a SSC identifikovana po-
puldcia buniek, z ktorej boli vybraté jed-
notlivé bunky na zaklade pomeru PE-A
a PE-H a jednotlivé fazy bunkového
cyklu boli identifikované pomocou mo-
delu 6 multicycle plug-in pre De Novo
Software.

Analyza proliferacie buniek

Pre analyzu proliferacie buniek sme ku
vietkym vzorkdm pridali 5-etynyl-2'-
-deoxyuridine (Santa Cruz, USA) o vy-
slednej koncentrécii 10 uM 1 hod pred
skoncéenim ovplyvnenia a inkubovali pri
37 °C. Pri dalsom spracovani sme postu-
povali podobne ako pri analyze bunko-
vého cyklu s rozdielom pridania 2 uM
Sulfo-Cyanine 5 azide (Lumiprobe, Ger-
many) a inkubaciou po dobu 10 min.
Vzorky sme nasledne analyzovali na
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prietokovom cytometri BD FACSVerse™
(Beckton-Dickinson, USA), na excita-
ciu a zachytenie fluorescen¢ného sig-
nalu pre Pl boli pouzité 488 nm laser
s 586/42 nm filtrom a pre Sulfo-Cyanine
5 azide bol pouzity 635 nm laser
s 660/10 nm. Data boli spracované po-
mocou softwaru FCS Express 5 Flow Cy-
tometry Software (De Novo Software,
USA), pricom najprv bola pomocou FSC
a SSC identifikovanda populdcia buniek,
z ktorej boli vybraté jednotlivé bunky
pomocou analyzy pomeru PE-A a PE-H
a jednotlivé fazy bunkového cyklu boli
identifikované podobne ako pri analyze
bunkového cyklu, pricom proliferujica
populacia buniek bola identifikovana
ako pozitivna na farbenie Sulfo-Cyanine
5 azidom.

Western blotting analyza

Bunky sme po skonceni ovplyvnenia ly-
zovali v RIPA pufri s PMSF a protedzovymi
inhibitormi a ziskané proteiny sme sepa-
rovali pomocou SDS-PAGE a nasledne
preniesli na nitrocelulézovi membranu.
Nami sledované proteiny sme vizualizo-

cii HSP90.

Tab. 1.Tabulka znazornuje hodnoty IC50 po 24,48 a 72 hod ovplyvneni NVP-AUY922.
V kratsich ¢asovych intervaloch ma inaktivacia p53 protektivnu tlohu pri inhibi-

IC

50

MCF-7
MCF-7dd9

24 hod
1118 nM
5712nM

48 hod
207 nM
699 nM

72 hod
43 nM
93 nM

vali pomocou primarnych protilatok rie-
denych 1:1000 protip21 (ab118, Abcam
UK), p53 (DO-1, Santa Cruz Biotechno-
logy, USA) a aktinu (Santa Cruz Biotech-
nology, USA) a sekundérnej anti-mouse
protilatky riedenej 1 : 2 000 (Santa Cruz
Biotechnology, USA) konjugovane;j s pe-
roxiddzou. Naviazané protildtky boli de-
tekované chemiluminiscencne.

Vysledky

Analyza viability

Mutdcia tumor-supresorového pro-
teinu p53 je pritomnad vo viac ako polo-
vici nadorov a spdsobuje viaceré fenoty-
pové a metabolické zmeny néddorovych
buniek, ako napr. spustenie apoptotic-

kého programu, indukciu senescencie i
bloku v bunkovom cykle. IC50 inhibitora
NVP-AUY922 vypocitanej z miery prezi-
vania a indukcie apoptézy sme u oboch
linii stanovili pomocou prietokovej cy-
tometrie s vyuzitim FDA v kombindcii
s PI. Principom metédy je odstiepenie
fluoresceinu od diacetadtu esterazami
metabolicky aktivnych buniek, ktoré su
nasledne vizualizované pomocou prie-
tokového cytometra. V pripade straty
metabolickej aktivity a negativneho far-
benia jadier na PI je populdcia buniek
nepriamo povazovana za apoptotickd,
pri pozitivnom farbeni Pl za nekroticku.
Za vysledny efekt inhibicie HSP90 sme
pre ucely stanovenia IC50 povazovali
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Graf 1. Efekt NVP-AUY922 v koncentraciach 5, 10, 20, 50 a 100 nM na viabilitu buniek po ovplyvneni na dobu 24, 48 a 72 hod a na-

rast apoptotickej populacie po 72 hod.
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Graf 2. Efekt NVP-AUY922 v koncentraciach 5, 10, 20, 50 a 100 nM na zmenu G2/M fazy bunkového cyklu po ovplyvneni na dobu 24,

48 a 72 hod.

Obe linie zaznamenali porovnatelny narast hladiny G2/M fazy, jediny rozdiel bol pozorovany vo vyssej miere G2/M bloku po 24 hod u linie MCF-7.

narast apoptotickej a nekrotickej po-
puldcie oproti kontrole (tab. 1). Nami
vybrané bunkové linie MCF-7 a MCF-
-7dd9 sme po dobu 24, 48 a 72 hod
ovplyvnovali NVP-AUY922 v koncen-
traciach 5-100 nM. Z nasich pozoro-
vani je zjavné, Ze inhibicia HSP90 ma
vo vsetkych ¢asoch silnejsi efekt na zni-
Zenie viability buniek s wild-type p53,
k ¢omu moze prispievat aj zvySena
miera apoptdzy zrejme spOsobena in-
dukciou down-stream mechanizmov
p53 a to aj po 72 hod od ovplyvnenia
(graf 1).

Analyza bunkového cyklu

Pre analyzu bunkového cyklu sme po-
mocou prietokovej cytometrie vizualizo-
vali jednotlivé fazy cyklu na zaklade fluo-
rescen¢ného signalu PI, ktory je priamo
umerny mnozstvu DNA. Obe bun-
kové linie MCF-7 a MCF-7dd9 sme opat

ovplyviiovali NVP-AUY922 v koncentra-
cidch 5-100 nM po dobu 24,48 a 72 hod.
Vo vietkych casovych intervaloch sme
u oboch linii pozorovali narast G2/M
bloku, ktory rastol umerne so zvysuju-
cou sa koncentraciou NVP-AUY922. Naj-
vyraznejsi rozdiel medzi oboma liniami
bol zisteny po 24 hod, kedy dochadzalo
k pozorovatelne vysSiemu narastu G2/M
bloku u parentdlnej linie MCF-7 oproti
linii MCF-7dd9 s mutovanym p53 (graf 2).

Analyza bunkového cyklu tiez ukézala
mierny narast v G1 faze bunkového cyklu
po inhibicii HSP90 a to najma v pripade
parentdlnej linie MCF-7 s wild-type p53.
Tento jav sme dalej skumali pomocou
analyzy proliferacie, ktorej principom je
inkorpordcia 5-etynyl-2’-deoxyuridinu do
buniek, v ktorych prave prebieha replika-
cia DNA. Podobne ako v predchadzajucich
experimentoch sme bunky analyzovali
v ¢asoch 24, 48 a 72 hod a ovplyviovali

koncentraciami NVP-AUY922 5-100 nM.
V pripade linie MCF-7 s wild-type p53 do-
chadzalo k vyraznejsiemu poklesu po-
dielu proliferujucich buniek a nérastu
G1 fazy, ¢o mbze byt spdsobené prave ak-
tivaciou p53 zavislych mechanizmov ne-
gativne regulujucich priebeh bunkového
cyklu. Tento jav bol pozorovany vo viet-
kych ¢asovych intervaloch, pricom vy-
znamné rozdiely v proliferacii kontrolnych
vzoriek oboch bunkovych linii pozoro-
vané neboli (graf 3).

Z vysledkov ziskanych z analyzy viabi-
lity a najma priebehu bunkového cyklu
su zrejmé rozdiely v odpovedi oboch sku-
manych linii na inhibiciu HSP90. Rychlej-
Sie zastavenie bunkového delenia a zvy-
$end miera apoptdzy poukazuje na to,
ze rozdiel v odpovedi moze byt spbso-
beny prave stavom p53, ktory nepriamo
reguluje bunkovy cyklus pomocou in-
dukcie p21. Protein p21 je silnym inhi-
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Graf 3. Efekt NVP-AUY922 v koncentraciach 5, 10, 20, 50 a 100 nM na zmenu proliferaciu buniek vyjadrent zmenou v S faze bunko-

vého cyklu po dobu 24, 48 a 72 hod.

Obe linie zaznamenali znizenie proliferacie po inhibicii HSP90, no u parentalnej linie MCF-7 nastal v skorsom case vyraznejsi pokles uz po
pouziti nizsich koncentracii NVP-AUY922 oproti mutantnej linii MCF-7dd9.

bitorom cyklin-dependentnych kinaz
a inhibuje aktivitu komplexov CDKI1,
CDK2 a CDK4/6, vdaka ¢omu funguje ako
reguldtor prechodu G1 a S fazami bunko-
vého cyklu. KedZe je p21 velmi silne re-
gulovany transkrip¢nou aktivitou p53,
rozhodli sme sa analyzovat zmeny v jeho
hladine. Nakolko zmeny v bunkovom
cykle boli vyrazné uz po jednom dni, obe
linie sme na 24 hod ovplyvnili 10 a 50 nM
NVP-AUY922 a expresiu p21 sme porov-
nali pomocou Western blotting analyzy.
Zo ziskanych vysledkov je evidentné, ze
inhibicia HSP90 spbsobuje nérast hla-
diny p21, ktory je mediovany p53, kedze
k zvyseniu hladiny p21 doslo len v pri-
pade bunkovej linie MCF-7 a u linie MCF-
-7dd9 p21 pozorovany nebol (obr. 1).

Diskusia

Z nasich experimentov vyplyva, Ze v pri-
pade nadorov s wild-type p53 moze
p53 nasledkom inhibicie HSP90 a tym
vzniknutého proteotoxického stresu in-
dukovat apoptoticky program. Roz-
diely v mortalite buniek po inhibicii
HSP90 u linie MCF-7 a MCF-7dd9 su vi-
ditelné vo vietkych ¢asovych interva-
loch, no zaujimavé je zistenie, ze rozdiel
v koncentrécii potrebnej na dosiahnutie
davky IC50 sa so stupajucim ¢asom in-
hibicie zmensuje. Po 24 hod je IC50 pre
NVP-AUY922 u parentdlnej linie priblizne
5-krat nizsia, ako u linie MCF-7dd9, po
48 hod sa tento rozdiel znizi na priblizne
3,5-ndsobok a po 72 hod je potrebna uz
len 2-nasobna déavka na dosiahnutie rov-

nakého efektu. Tento fenomén by mohol
byt vysvetleny spustenim apoptotic-
kého programu regulovaného p53 ako
reakciu na vznik proteotoxického stresu
po inhibicii HSP90. Avsak kedZe p53 je
klientom HSP90, je mozné, Ze inhibicia
tohto chaperéonu pocas dlhsieho ¢aso-
vého obdobia ma za nasledok destabili-
zaciu p53 a tym aj zniZenie jej aktivity ako
transkrip¢ného faktora. Je totiz zndme, ze
v pripade nespravneho foldingu pricha-
dza p53 ireverzibilne o schopnost vazby
na DNA [18-20], pretoze HSP90 $peci-
ficky ovplyviiuje DNA vazbovu aktivitu
a transkripénu aktivitu p53 in vivo za
beznych fyziologickych podmienok [21]
avazba HSP90 na p53 je podmienend roz-
poznanim konformacie p53 [18]. Ako je
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Obr. 1. Indukcia p21 po ovplyvneni

10 a 50 nM NVP-AUY922 po dobu 24 hod.
U parentélnej linie MCF-7 bol po ovplyv-
neni NVP-AUY922 pozorovany vyrazny na-
rast hladiny p21 oproti kontrole, ¢o vysvet-
[uje indukciu G1 bloku po inhibicii HSP90.
U linie MCF-7dd9 s mutovanou p53 nebol
pozorovany ndrast expresie p21, ¢o nazna-
¢uje, ze zmena jeho hladiny po inhibicii
HSP90 je p53 zavisla.

vidno z vysledkov merania faz bunko-
vého cyklu, u oboch bunkovych linii do-
chadza ku vzniku G2/M bloku v zavislosti
od koncentrjcie inhibitora HSP90. Dal3im
moznym mechanizmom ucinku inhibicie
HSP90 tak moze byt aj smrt mitotickou
katastrofou, ¢o podporuje fakt, ze velké
mnozstvo proteinov zapojenych do re-
guldcie mitézy je klientmi HSP90 [22-25].
Na naSom modeli bola viak miera G2/M
bloku podobnd u oboch linii nezavisle na
stave p53, ¢o znamena, Ze smrt mitotic-
kou katastrofou neprispieva k pozorova-
nym rozdielom v cytotoxicite sposobenej
inhibiciou HSP90. Po inhibicii HSP90 sme
tiez pozorovali vyrazny pokles proliferu-
jucej Casti populdcie a to hlavne u linie
s wild-type p53. Analyza expresie uka-
zala, Zze pravdepodobnou pric¢inou je
p53 indukovana expresia p21, ktora spo6-
sobi zastavu bunkového cyklu a blok
v G1 faze. Toto zistenie je prekvapujlce,
kedZe zastava buniek v G1 faze cyklu by
mohla mat protektivny ucinok a ochranit
bunky pred smrtou mitotickou katastro-
fou. SU zndme pripady, kedy bolo po inhi-
bicii HSP90 pozorované zvysenie hladiny
wild-type p53 ¢&i uz na modeli chronickej
lymfocytickej leukémie [26], alebo neu-
roblastému [27]. Lin et al [26] navy3e uva-
dzaju, Ze po inhibicii HSP90 dochéadzalo

v pripade linie s mutovanym p53 odvo-
denej od chronickej lymfocytickej leuké-
mie naopak k znizeniu hladiny mutova-
nej p53, no napriek tomu bol cytotoxicky
ucinok inhibicie HSP90 rovnaky bez
ohladu na status p53. V nasom pripade
sme po inhibicii HSP90 nepozorovali
zmeny v expresii ¢i uz wild-type, alebo
mutovaného p53. Na modeli bunkovych
linii karcindmu prsnika sme teda ukdazali,
Ze pritomnost wild-type p53 ma vplyv
na zvy$enu mortalitu buniek po inhibicii
HSP90, avsak mechanizmus, akym sa tak
deje, si zasluhuje podrobnejsie skimanie.

Zaver

Napriek intenzivnemu skimaniu ulohy
p53 pri vzniku a progresii nddorovych
ochoreni nie je Uplne zname, ako stav
tohto proteinu ovplyvnuje citlivost na-
doru na nové liecebné modality indu-
kujuce proteotoxicky stres v nadorovych
bunkach. V nasej praci sme sa preto za-
merali na vplyv inhibicie HSP90, ktorej
ucinok bol vyssi v pripade buniek s wild-
-type p53, napriek schopnosti p53 spros-
tredkovat zastavu v bunkovom cykle,
ktora by mala pre bunku posobit pro-
tektivne. Moznou odpovedou na po-
zorované rozdiely v toxicite inhibitorov
HSP90 na bunky s wild-type a mutova-
nou p53 by mohla byt indukcia apo-
ptézy sprostredkovana p53, avsak na
potvrdenie tejto tedrie su potrebné dal-
Sie dokazy. Nami pozorované znizenie
proliferacie a vyssia mortalita buniek
linie odvodenej z karcindmu prsnika
s wild-type p53 teda ukazuju, ze v pri-
pade karcindmu prsnika by mohol mat
stav proteinu p53 vyrazné implikacie pre
potencidlnu terapiu inhibitormi HSP90.
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